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 RESUMO 
 
O Cryptococcus neoformans, agente etiológico da criptococose é 
uma levedura encapsulada de distribuição mundial. A doença é 
oportunista para pacientes imunocomprometidos, mas também pode 
acometer indivíduos imunocompetentes. A infecção pelo fungo resulta de 
inalação de basidiósporos presentes no ambiente e pode causar infecção 
pulmonar sintomática ou assintomática autolimitada ou permanecer 
latente dentro de um granuloma. O fungo está classificado em três 
variedades: C. neoformans var grubii (sorotipo A) de distribuição 
mundial, C. neoformans var neoformans (sorotipo D) e C. neoformans var 
gattii (sorotipos B e C) e o híbrido sorotipo AD encontrados nas regiões 
tropicais e subtropicais. No Brasil, as três variedades são reportadas como 
agentes etiológicos da criptococose em humanos. Assim, o objetivo deste 
estudo foi avaliar a ocorrência do fungo Cryptococcus neoformans em 
amostras ambientais na Serra Catarinense e avaliar a variabilidade 
genética dos isolados. Excretas de pombos (720 amostras) e folhas de 
eucalipto (240 amostras), foram coletas no período de Abril de 2014 a 
Março de 2016 em intervalo de 3 meses em 18 municípios da Serra 
Catarinense e processadas para isolamento do fungo em meio de cultura 
Níger cloranfenicol a 37oC. Foram isoladas 17 amostras, todas do 
município de Lages e a caracterização morfológica, produção de urease,  
produção de melanina e quimiotipagem em meio CGB permitiram 
identificar presuntivamente os isolados como pertencentes ao gênero 
Cryptococcus. A amplificação do gene CAP59 e a restrição do fragmento 
amplificado com as enzimas de restrição AvaII e HaeIII permitiu 
identificar todos os isolados com C. neoformans var. grubii tipo A e a 
tipagem molecular através de PCR-fingerprinting utilizando o iniciador 
M13 revelou que todas as amostras pertencem ao padrão molecular VNI. 
Os resultados mostram que apenas C. neoformans var. grubii tipo A, 
padrão molecular VNI foi identificado nas amostras ambientais na Serra 
Catarinense. 
 
Palavras chave: Cryptococcus neoformans. CAP59. PCR-RFLP. 
PCR-fingerprinting. Serra Catarinense 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 ABSTRACT 
 
Cryptococcus neoformans, the causative agent of cryptococcosis is 
an encapsulated yeast-like fungus of worldwide distribution causing a 
common opportunistic infection on immunocompromised patients, but 
also affecting immunocompetent individuals. The infection occurs via 
inhalation of environmental basidiospores and may lead to symptomatic 
or asymptomatic pulmonary disease that can be often self-limited or 
remain latent within a granuloma in the lung. The fungus has three 
varieties as follows: C. neoformans var. grubii (serotype A) worldwide 
distributed, C. neoformans var. neoformans (serotype D) and C. 
neoformans var. gattii (serotypes B and C), as well as the hybrid serotype 
AD are found in tropical and subtropical regions. Since human 
cryptococcosis in Brazil is caused by all three varieties, we have 
addressed in this study the occurrence and typing of C. neoformans 
obtained from environmental samples from the Serra Catarinense. Pigeon 
excreta (720 samples) and eucalyptus leaves (240 samples) were collected 
between April 2014 and March 2016 in a 3 months interval at the 
municipalities of the Serra Catarinense and processed for fungus isolation 
in Niger chloranphenicol medium at 37oC. A total of 17 samples were 
isolated from the municipality of Lages. Morphological characterization, 
urease and melanin production and chemotyping in CGB medium, led us 
to presumptively identify the isolates belonging to the genus 
Cryptococcus. The PCR/RFLP analysis of the CAP59 gene using HaeIII 
and AvaII allowed identification of the isolates as C. neoformans var. 
grubii type A. Molecular typing using PCR-fingerprinting with M13 
primer revealed that all samples belong to NIV molecular pattern. Our 
results indicate the exclusive presence of C. neoformans var. grubii type 
A VNI in environmental samples from the Serra Catarinense.  
 
Keywords: Cryptococcus neoformans. CAP59. PCR-RFLP. PCR-
fingerprinting. Serra Catarinense. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
O Cryptococcus é uma levedura capsulada, encontrada no meio 
ambiente, com potencial patogênico tanto para humanos quanto para 
animais. Na natureza, pode ser encontrado na forma leveduriforme 
quando em estado parasitário ou em forma filamentosa, dependendo das 
condições ambientais (KWON-CHUNG; BENNETT, 1992; REY et al., 
2000). 
A inalação de esporos produzidos por esta levedura, associada a 
problemas com a imunidade do hospedeiro reforçam a teoria de que 
indivíduos imunocomprometidos são mais susceptíveis ao 
desenvolvimento da criptococose, doença causada pelo fungo. Deste 
modo, como o patógeno está presente no ambiente, a inalação dos esporos 
provoca infecção inicial assintomática nos pulmões, podendo permanecer 
latente ou até mesmo infectar o Sistema Nervoso Central 
(CASADEVALL; PERFECT, 1998; KAWAKAMI, 2004).  
Em território nacional, há descrição do fungo em quase todos os 
estados, tanto de amostras clínicas quanto de amostras de origem 
ambiental. Para elucidação da epidemiologia desta levedura, se faz 
necessário estudos mais amplos do comportamento da levedura nas 
diferentes regiões do país, abrangendo locais ainda não explorados.  
O potencial apresentado pela região Serrana de Santa Catarina na 
indústria madeireira desperta interesse na busca por amostras desta fonte 
ambiental, notório tamanho que esta indústria possui para o 
desenvolvimento da região. O objetivo de classificar o fungo de acordo 
com padrões conhecidos reforça o propósito de fornecer dados para 
estudos posteriores. Os maiores produtores de madeira na região serrana 
são os municípios de Correia Pinto, Lages e Otacílio Costa, os quais 
foram submetidos a coleta de amostras de excretas presentes nas plantas 
de Eucalipto, visando o isolamento do fungo. 
Excretas depositadas em locais abrigados de luz e calor são 
frequentemente descritos como reservatório desta levedura, sendo as 
aves, principalmente os pombos, os principais animais ligados a esta 
doença. Estes animais, em decorrência da busca por abrigo e alimento, 
migram para diferentes locais disseminando o fungo através de seus 
bicos, penas e pernas (FILIÚ et al., 2002). Madeira em decomposição e 
partes ocas de árvores nativas também já foram descritas como habitat 
para a levedura (FILIÚ et al., 2002). 
A região estudada, apesar da grande quantidade de municípios, é 
pouco desenvolvida. A agricultura é de subsistência e os produtores ainda 
possuem condições precárias de estocagem das suas culturas. Nos 
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municípios menores, a infestação de pombos é rara, porém, estes se 
concentram nos galpões dos produtores se alimentando dos restos que 
lhes sobra. 
 Nos maiores municípios, como Lages e São Joaquim, a quantidade 
de pombos em locais públicos é elevada. É possível encontrar ninhos e 
pombos por vários lugares, nas praças, nos prédios públicos e em prédios 
abandonados. Estes locais também foram submetidos a coletas para 
isolamento do Cryptococcus.  
Tendo o predomínio do sorotipo A nas regiões Sul, Sudeste e 
Centro Oeste, ainda não há estudos amplos que confirmem esta afirmação 
na região serrana, esta que apresenta clima diferenciado, com 
temperaturas negativas durante o inverno e temperaturas acima de 30 ºC 
no verão. 
De forma geral, trabalhos sobre a classificação molecular de C. 
neoformans a partir de amostras ambientais são bastante escassos, 
principalmente em regiões específicas. Considerando então que a região 
serrana de Santa Catarina é um polo a ser explorado, tendo em vista a 
capacidade de produção madeireira e a rápida expansão das áreas de 
florestamento, sabe-se que a população de pombos aumenta a cada ano, 
possibilitando a disseminação do fungo por outras regiões. 
 
1.1 HISTÓRICO   
 
O Cryptococcus é uma levedura capsulada e apresenta-se na forma 
leveduriforme quando encontrada em estado parasitário ou ambiental e de 
forma filamentosa em diferentes condições ambientais (KWON-
CHUNG; BENNETT, 1992; REY et al., 2000). A levedura é envolvida 
por uma cápsula polissacarídica e mede cerca de 4 a 10 micrometros de 
diâmetro, podendo chegar até 80 micrometros. A levedura é produtora de 
urease, assimila manitol e não fermenta carboidratos (CASADEVALL; 
PERFECT, 1998; MA; MAY, 2009). O Cryptococcus é o agente causal 
da criptococose, uma zoonose transmitida pelos pombos, de distribuição 
cosmopolita e que normalmente está associada a pacientes 
imunocomprometidos (COELHO; BOCCA; CASADEVALL, 2014). 
No final do século XIX foram iniciados os estudos da levedura no 
ambiente. Os primeiros isolados a partir de excreta de aves, material seco 
proveniente de árvores e madeira em decomposição ganharam destaque, 
fomentando a discussão de que a origem da infecção era ambiental. Do 
mesmo modo, o isolamento do fungo a partir de lesões humanas e animais 
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fortaleceu o potencial patogênico desta levedura (KWON-CHUNG; 
BENNETT, 1992).   
A criptococose humana foi descrita inicialmente por Otto Busse e 
Abraham Buschke de forma clínico-patológica no ano de 1894, a partir 
de estudos com uma mulher de 31 anos de idade que se queixava de uma 
lesão na perna (KNOKE; SCHWESINGER, 1994). O isolamento deste 
patógeno para estudo foi comparado a outros e posteriormente 
denominado Saccharomyces hominis (KNOKE; SCHWESINGER, 1994; 
HEITMAN et al., 2011).  
Sanfelice (1894), isolou no mesmo ano leveduras que 
apresentavam uma cápsula em seu envolto a partir de um suco de pêssego 
que sofrera fermentação.  Um ano depois, provou sua patogenicidade em 
animais de laboratório e nominou a espécie como Saccharomyces 
neoformans (CASADEVALL; PERFECT, 1998; BARNETT, 2010).  
Curtis (1995) isolou o fungo a partir de uma lesão localizada no 
quadril de uma mulher e a este isolado nominou S. subcutaneous 
tumefaciens. Ainda em 1995, Curtis isolou uma outra levedura de um 
paciente que sofria de meningite, denominando o patógeno como 
Megelococcus myxoides, e este se tornaria o primeiro relato de meningite 
associada ao Cryptococcus spp (BARNETT, 2010). 
No ano de 1901, Vuillemin estudou o fungo o isolando de amostras 
de lesões pulmonares de suínos e de leite bovino, constatando que se 
tratava de leveduras esféricas e encapsuladas, afirmando que os isolados 
se tratavam do mesmo gênero que as leveduras isoladas anteriormente 
pelos demais pesquisadores e o gênero foi então renomeado como 
Cryptococcus. No mesmo ano, percebeu que havia diferenças na presença 
de estruturas que classificassem este novo gênero e classificado como C. 
hominis e C. neoformans, que se baseava na incapacidade de fermentação 
de carboidratos e de produzir ascósporos, o que diferencia Cryptococcus 
de Saccharomyces (HEITMAN et al., 2011). 
Emmons (1951), dedicou suas pesquisas na elucidação da relação 
entre o fungo e as fontes ambientais, como excretas de pombos da espécie 
Columbia livia e madeira em decomposição. Já a pesquisa de Staib 
(1962), descreveu os aspectos fisiológicos do gênero Cryptococcus, 
percebendo que o fungo quando cultivado em meio de cultura contendo 
as fezes de pombos ou sementes de níger (Guizotia abyssinica) 
apresentavam pigmento escuro, tornando possível a diferenciação do 
Cryptococcus entre os outros fungos cultivados. Em 1972, o estudo de 
Shaw e Kapica revelou a identidade do pigmento como sendo melanina 
(BARNETT, 2010). 
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Em 1970, um caso de meningoencefalite relatado por Gattii e 
Eckels era causado por um isolado semelhante a C. neoformans, no 
entanto, sua morfologia era diferente, de formato alongado, sendo 
considerado uma nova variedade e foi denominada de C. neoformans 
variedade gattii (HEITMAN et al., 2011; KWON-CHUNG; BENNETT, 
1978). 
Shadomy (1970), observou fíbulas no isolamento deste fungo, 
sugerindo que o mesmo pertencia ao grupo dos basidiomicetos, 
justamente pela manutenção da condição dicariótica no desenvolvimento 
(SHADOMY et al., 1970; CASADEVALL, PERFECT, 1998) 
Na Austrália, no ano de 1990, Ellis e Pfeiffer isolaram a variedade 
gattii a partir de tronco de eucalipto em decomposição. O isolamento a 
partir de outras espécies de árvores e madeiras em decomposição foram 
evidenciados, como também em excretas de pombos e outras aves, 
inclusive no Brasil (CHEE; LEE, 2005; KOBAYASHI et al., 2005; 
LÁZERA et al., 2000; LÁZERA; WANKE; NISHIKAWA, 1993; 
PEDROSO; FERREIRA; CANDIDO, 2009). Em virtude destes estudos, 
a proposta de que as cepas dessa variedade diferiam da variedade 
neoformans foi aceita e no ano de 2002, através de um estudo filogenético 
e avaliação de características ecológicas e bioquímicas, a variedade gattii 
passou a ser considerada uma nova espécie de Cryptococcus (HEITMAN 
et al., 2011). 
Com base em análises epidemiológicas, ecológicas, fisiológicas, 
fenotípicas e através de uma reação de aglutinação utilizando antissoros 
produzidos contra componentes da cápsula polissacarídica do fungo, o C. 
neoformans foi classificado em cinco sorotipos diferentes (A, B, C, D e 
AD), sendo denominados C. neoformans var. grubii (sorotipo A), C. 
neoformans var. neoformans (sorotipo D) e C. neoformans var. gattii 
(sorotipos B e C). O sorotipo AD foi classificado como sendo um híbrido 
diploide (IKEDA et al., 1982; NISHIKAWA et al., 2003; D´SOUZA et 
al., 2004).  Estudos filogenéticos sugerem que os sorotipos B e C se 
diferenciaram das outras espécies em cerca de 37 milhões de anos, e que 
o sorotipo A e D divergem em cerca de 19 milhões de anos (XU; 
VILGALYS; MITCHELL, 2000; MARRA et al., 2004). 
Com a evolução das técnicas de biologia molecular, a possibilidade 
de sequenciar os genomas dos microorganismos, e o sequenciamento das 
cepas JEC21, H99, WM276 e R265 de C. neoformans e C. gattii, foi 
possível classificar estas espécies em nove genótipos diferentes VNI, 
VNII, VNIII, VNIV, VNB, VGI, VGII, VGIII e VGIV) (HEITMAN et 
al., 2011). 
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No Brasil, Lacaz identificou o primeiro isolado do fungo em 
humanos no ano de 1941. Em seguida, em 1944, Almeida conseguiu o 
mesmo feito (REIS-FILHO et al., 1985; PAPPALARDO; MELHEM, 
2004).  
 
1.2 O ORGANISMO E SEUS FATORES DE VIRULÊNCIA    
 
Os fungos são seres vivos com organização celular e DNA 
delimitado por um envoltório nuclear. Este grupo de seres vivos apresenta 
ampla diversidade na natureza, e sua grande maioria vive de forma 
saprofítica, sendo também encontrados vivendo de forma parasitária ou 
simbiótica (LACAZ et al., 2002). Estes, normalmente apresentam 
propriedades nutricionais pouco exigentes e são metabolicamente 
versáteis (SIDRIM; MOREIRA, 1999).  
Estes organismos produzem metabólitos secundários, como 
substâncias tóxicas e, por estarem presentes em grande número na 
natureza, são frequentemente encontrados em plantas, causando 
patologias e danos em alimentos e plantações (LACAZ et al., 2002). Das 
mais de cem mil espécies de fungo existentes, apenas 0,1% destas 
infectam humanos (KWON-CHUNG; BENNETT, 1992, 
RICHARDSON; WARNOCK, 1993). 
As novas técnicas de isolamento e identificação dos fungos 
permitiram conhecer as espécies de forma mais ampla, classificando os 
fungos como causadores de micoses e micetomas em humanos, embora 
também sejam encontrados de forma transitória na superfície da pele 
(LACAZ et al.,2002). 
Infecções oportunistas são frequentemente relatadas em indivíduos 
transplantados, pacientes com AIDS e imunocomprometidos de alguma 
maneira, por exemplo com o uso de medicamentos como corticoides e 
antineoplásicos (FERNANDES et al., 2003; DARZÉ et. al.,2000).  
Dentre estas infecções, a Criptococose, micose causada pelos 
fungos do gênero Cryptococcus, é relatada como uma das micoses mais 
frequentes nos indivíduos imunocomprometidos. Os agentes etiológicos 
desta, C. neoformans e C. gattii, são encontrados em excretas de pombos 
e demais aves, em matéria orgânica em decomposição como a madeira e 
folhas secas de árvores (SILVA; CAPUANO et al., 2008; FILIÚ et 
al.,2002; FERNANDES et al.,2003). 
Atualmente, cerca de 70 espécies do gênero Cryptococcus são 
conhecidas. Dessas, apenas duas são consideradas relevantes quanto a 
infecção e patogenia, C. neoformans e C. gattii (KURTZMAN; FELL; 
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BOEKHOUT, 2011; MA; MAY, 2009). Segundo Kurtzman, Fell e 
Boekhout (2011), a classificação taxonômica do fungo acontece na sua 
fase teleomórfica, pertencendo ao reino Fungi, filo Basidiomycota, ordem 
Tremellales, família Tremellaceae e gênero Filobasidiella. São descritas 
Filobasidiella neoformans var neoformans para C. neoformans e 
Filobasidiella neoformans var. bacillispora para C. gattii. 
Diversos fatores foram descritos como facilitadores da infecção 
humana por tais fungos, sendo eles a presença de uma cápsula composta 
por polissacarídios com propriedades antifagocitárias (KWON-CHUNG; 
BENNETT, 1992; CHANG; PENOYER; KWON-CHUNG, 1996), a 
produção de melanina como agente antioxidante  (WANG et al.,1995; 
TUCKER; CASADEVALL, 2002), produção de urease (COX et al., 
2000), a habilidade de crescimento a 37ºC (CASADEVALL; PERFECT, 
1998) e a especificidade de genes sexuais com locus MATα e MATa 
(KWON-CHUNG; EDMAN; WICKES, 1992). 
  Assim como os demais organismos vivos, o Cryptococcus 
apresenta estratégias de sobrevivência no ambiente, e os fatores de 
virulência são conhecidos por desempenhar funções essenciais na 
patogenicidade desse fungo (Figura 1) (GARCIA-RIVERA; 
CASADEVALL, 2001). 
Figura 1 – Fatores de virulência associados a célula de Cryptococcus.
 
Fonte: Adaptado de KRONSTAD et. al., 2011 
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A cápsula foi o primeiro fator de virulência de Cryptococcus a ser 
descrito como associativo à patogenia e é considerado como essencial 
(MA; MODY, 2002). A cápsula deste organismo serve como proteção 
contra amebas e contra a desidratação, além de agir como 
imunomodulador e agressor intracelular (AKSENOV, 1973; KOZEL, et 
al. 1988; STEENBERGEN, et al., 2001). Os propágulos fúngicos não 
possuem cápsula, mas ao serem depositados nos alvéolos, uma rápida 
síntese capsular ocorre, estimulando a levedura a produzir o envoltório 
(GILES et al., 2009; VELAGAPUDI et al., 2009). 
A glicuronoxilomanana (GXM) é o principal constituinte da 
cápsula polissacarídica do Cryptococcus, apresentando um tamanho 
molecular de aproximadamente 1,5x106 daltons (GATES; 
THORKILDSON; KOZEL, 2004). É composta por D-manopiranonana 
contendo cadeias simples de xilose e cargas residuais de ácido glicurônico 
(CHERNIAK; NEILL; SHENG, 1998). Além da glicuronoxilomanana, a 
cápsula possui outros constituintes, como a galactoxilomanana (GalXM) 
e manoproteínas (MCFADDEN et. al., 2006; FRASES et. al. 2008).  
Jesus et. al. (2010) estudaram os constituintes da cápsula por meio 
de anticorpos monoclonais conjugados a fluoróforos e levantaram a 
hipótese de que a GalXM e as manoproteínas são constituintes de parede, 
e não de cápsula, sendo a GXM o principal polissacarídeo que compõe o 
envoltório. No entanto, há sugestões de que há mais um componente na 
estrutura capsular, quando detectaram um beta-glicano associado à 
cápsula (COELHO; BOCCA; CASADEVALL, 2014) 
Em condições ambientais, a produção da cápsula é bastante afetada 
(ZARAGOZA; CASADEVALL, 2004). Em locais onde são 
frequentemente expostos aos agentes externos como luz solar, umidade e 
altas temperaturas, o fungo pode aumentar a produção da cápsula, 
deixando-a mais espessa. O mesmo acontece quando este fungo infecta 
seres humanos em virtude da ação do organismo em combater a infecção 
(MA; MAY, 2009). Em cultivo in vitro, o alargamento capsular pode ser 
induzido por diversos fatores, como altas concentrações de CO2 ou baixas 
concentrações de ferro (GRANGER; PERFERCT; DURACK, 1985; 
VARTIVARIAN et al., 1993).  
Os componentes da cápsula polissacarídica, em especial a GXM, 
são fundamentais na modulação da resposta imune como na inibição da 
fagocitose pelos macrófagos, alteração na produção de citocinas e 
neutralização de opsoninas (COELHO; BOCCA; CASADEVALL, 
2014), inativação da via clássica do sistema complemento (MERSHON-
SHIER et al., 2011) e inibição da produção de anticorpos 
(VECCHIARELLI, 2013). 
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A deleção de genes essenciais na produção da cápsula resultou em 
mutantes sem cápsula e com baixa capacidade de virulência ou até 
avirulentos, como o CAP10 (CHANG; KWONCHUNG, 1999), o CAP59 
(CHANG; KWON-CHUNG, 1994), o CAP60 (CHANG; KWON-
CHUNG, 1998) e o CAP64 (CHANG; PENOYER; KWON-CHUNG, 
1996).  
A enzima lacase é utilizada pelo fungo para a degradação de 
lignina e atua na interferência da ação antioxidante (LAZERA, et al., 
1996; LIU; TEWARI; WILLIAMSON, 1999). Os precursores 
dopaminérgicos do fungo são captados do meio extracelular e com o 
auxílio da enzima lacase associada à membrana celular, sintetizam a 
melanina (ZHU et al., 2001). A lacase produzida pelo C. neoformans 
dispõe de duas isoformas, uma abundantemente, expressa na parede 
(Lac1) e a outra (Lac2) presente no citoplasma. Apesar de Lac1 
desempenhar um papel fundamental na virulência, é necessária a atuação 
de ambas para contribuir de maneira sinérgica na infecção (MISSALL et 
al., 2005; PUKKILA-WORLEY et al., 2005). Casos de virulência 
reduzida podem ocorrer quando cepas mutantes são deficientes na 
produção de lacase, sendo consequentemente, deficientes na gênese da 
melanina (COELHO; BOCCA; CASADEVALL, 2014; LIU; NIZET, 
2009; NGAMSKULRUNGROJ; MEYER, 2009). 
A melanina é utilizada como proteção contra os raios solares 
(STEENBERGEN, et al., 2001), permite a tolerância a variação de 
temperatura (WANG; CASADEVALL, 1994; WANG; AISEN; 
CASADEVALL 1995), além da redução da degradação enzimática do 
hospedeiro (GARCIA-RIVERA; CASADEVALL, 2001). É eficiente 
contra metais pesados e amebas, e confere ao fungo resistência à morte 
oxidativa (HUFFNAGLE et. al., 1995; VAN DUIN; CASADEVALL; 
NOSANCHUK 2002).  
A capacidade de absorver radiação eletromagnética oriundas de 
fontes ultravioleta ou de reatores nucleares confere radioproteção para o 
fungo no meio ambiente (DADACHOVA et al., 2008). A melanina ainda 
pode interferir na fagocitose, na defesa contra radicais livres produzidos 
pelo hospedeiro durante a infecção, e na capacidade de difusão do fungo 
para outros tecidos, principalmente o sistema nervoso central. Em 
decorrência da presença de melanina na cápsula, as células melanizadas 
são mais resistentes a anfotericina B e a caspofungina (COELHO; 
BOCCA; CASADEVALL, 2014). 
A produção de melanina acontece quando o fungo é cultivado em 
ágar contendo compostos difenólicos (POLACHECK; HEARING; 
KWON-CHUNG, 1982; CHANG et al., 2000). Quatro precursores 
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derivam os tipos de melanina encontrados nesses fungos, sendo eles a 
diidroxifenilalanina (DOPA); glutaminil-4-hidroxibenzeno (GHB); 
catecol e 1,8-dihidroxinaftaleno (DHN), que formarão a DOPA-
melanina, a GHB melanina, a Catecol-melanina e a DHN-melanina, 
respectivamente (BUTLER; DAY, 1998). Os fungos do gênero 
Cryptococcus são conhecidos pela produção da DOPA-melanina e tem 
como seu intermediário o orto-dopacromo (DAQ) (ZHU; 
WILLIAMSON, 2004). 
A fosfolipase desempenha ação nutricional, como também ação de 
proteção contra agentes ameboides e tem função direta no crescimento 
intracelular (GHANNOUM, 2000; COX et al., 2001; STEENBERGEN 
et al., 2001). Esta enzima compreende um grupo heterogêneo que é capaz 
de hidrolisar éster de glicerofosfolipídeos, resultando na degradação de 
fosfolipídeos da membrana das células do hospedeiro, levando a lise 
celular (MA; MAY, 2009). A principal fosfolipase produzida pelo 
Cryptococcus é a fosfolipase B (Plb1). A Plb1 permite o acesso do fungo 
ao citoplasma e aos seus componentes pela lesão da membrana 
fagossomal, aumentando a captação de nutrientes (COELHO; BOCCA; 
CASADEVALL, 2014)  
As proteases possuem função nutricional e são facilitadoras de 
lesão tecidual (AKSENOV, 1973; STEENBERGEN, et al 2001).  As 
proteases clivam as ligações peptídicas resultando na digestão de 
proteínas, permitindo a captação de nutrientes (MA; MAY, 2009). Os 
principais alvos da atividade proteolítica são o colágeno, a elastina, o 
fibrinogênio, as imunoglobulinas e os fatores complemento (CHEN; 
et.al.,1996).  
As ureases proporcionam o crescimento intracelular (COX, et al., 
2000). Algumas mudanças fenotípicas e a adaptação de cepas ao estresse 
ambiental são regulados pela 33iniss (GOLDMAN et.al. 1998; FRIES et 
al., 2001). Além disso, a 33iniss catalisa a hidrólise de uréia em amônia e 
carbamato, derivando uma alcalinização do meio, facilitando a absorção 
de nutrientes. Sugere-se ainda, que além da função nutricional, a 33iniss 
também esteja ligada ao rompimento de tecidos e da barreira 
hematoencefálica facilitando a disseminação do fungo (COELHO; 
BOCCA; CASADEVALL, 2014). 
 
1.3 CICLO REPRODUTIVO DO FUNGO 
 
Duas são as formas com que o fungo Cryptococcus pode se 
reproduzir: assexuada ou sexuadamente. A forma sexuada ainda não foi 
evidenciada no meio ambiente, mas vem sido amplamente demonstrada 
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em condições laboratoriais. A fase teleomórfica da espécie é denominada 
Filobasidiella neoformans (KWON-CHUNG 1975, 1976ª, 1976b). A 
grande característica do patógeno é conter hifas dicarióticas, ou seja, 
possuir origens diferentes, possibilitando também a formação de 
estruturas de manutenção do estado e de longas cadeias de basidiósporos 
(KWON-CHUNG 1975). 
A ocorrência da reprodução sexuada depende de uma 
compatibilidade bipolar, ou seja, necessita de alelos opostos, MATα e 
MATa (KWON-CHUNG; HILL; BENNETT, 1981; ALSPAUGH; 
DAVIDSON; HEITMAN, 2000; LENGELER et al., 2000; MARRA et 
al., 2004).  
McCLELLAND et al. (2004) evidenciaram as diferenças entre os 
ciclos sexuais do Cryptococcus e de outros fungos. As características do 
ciclo sexual são únicas e o locus sexual é extenso e possui resposta 
específica aos feromônios. Outro fator importante é que esses genes 
sexuais exercem funções diferentes em células MATa e MATα, 
normalmente quando há carência de nitrogênio (Figura 2). 
Quando o feromônio Mfa é secretado pela célula MATa e as 
células MATα respondem produzindo o feromônio MFα, desencadeiam 
o início da formação dos tubos de conjugação. Esses tubos permitem a 
migração de uma das partes da divisão do núcleo da célula MATα. Ao 
mesmo tempo, uma célula MATa também sofre divisão nuclear e 
desencadeia a formação da hifa. A hifa recebe núcleos de ambos os sexos 
e faz a captação da mitocôndria produzida pela célula MATa, enquanto a 
mitocôndria das células MATα é destruída. A seguir, ocorre a separação 
das hifas pela célula MATa e ocorre o desenvolvimento dos filamentos 
dicarióticos (McCLELLAND et al., 2004). Na natureza, as formas 
assexuadas são encontradas normalmente, mas a prevalência ocorre em 
células MATα em decorrência da formação de frutificações em resposta 
a ausência de nitrogênio em células MATa (TSCHARKE et al., 2003).     
Os mating types são fatores reguladores de reprodução sexual 
desses fungos (WICKES, 2002). O cálcio e a sinalização de Camp são 
responsáveis pelo desenvolvimento e reprodução e também são descritos 
como um fator regulador da virulência (CRUZ; FOX; HEITMAN, 2001; 
D`SOUZA; HEITAMN, 2001).  
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Figura 2 – Ciclo reprodutivo de Cryptococcus spp
 
Fonte: Adaptado de Lin, Heitman, (2006) 
1.4 PATOGENIA   
 
A infecção em humanos pelo fungo Cryptococcus está relacionada 
com a inalação de esporos e a disfunção da imunidade inata do 
hospedeiro. Como estão presentes no ambiente, são facilmente inalados e 
podem causar infecção inicial assintomática na porção subpleural dos 
pulmões, ou ainda, permanecer latente em um granuloma 
(CASADEVALL; PERFECT, 1998; KAWAKAMI, 2004). No entanto, 
levando em consideração o estado do hospedeiro e os fatores de 
virulência, a infecção pode se estender para outros órgãos (BICANIC; 
HARRISON, 2005).   
A variação nas manifestações clínicas da doença inclui desde 
infecções pulmonares, nódulos, até disseminação sistêmica. A 
intensidade da infecção é regulada pela resposta imune do hospedeiro, 
bem como a virulência da cepa. O acometimento dos pulmões está mais 
relacionado a pacientes imunocomprometidos (LALLOO; AMOD, 
2005). Por outro lado, a meningite criptocócica está diretamente ligada a 
pacientes com AIDS ou pacientes que se encontram em tratamento com 
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imunossupressores ou que sofrem com desordens linfoproliferativas 
(THOMPSON, 2005; BICANIC; HARRISON, 2005). 
O contato das células de defesa com o fungo, principalmente as 
células natural killer (NK), linfócitos T CD4 e T CD8, e principalmente 
macrófagos, revelam uma defesa do tipo Th1 com intensa produção de 
fator de necrose tumoral, interferon gama e interleucinas. Em pacientes 
imunocompetentes, a doença é autolimitada ou latente, e em pacientes 
imunocomprometidos, pode ocorrer lesão pulmonar primária e a infecção 
se espalhar por órgãos secundários como a pele, ossos, e principalmente, 
o sistema nervoso central (KON et al., 2008; GULLO et al., 2013). 
Em decorrência da infecção no sistema nervoso central (SNC), são 
frequentemente relatados casos de meningoencefalite, meningite 
criptococócica e encefalite, todas com altas taxas de mortalidade (ELLIS 
et al., 2000; KAWAKAMI, 2004). Acredita-se que a infecção e 
disseminação da doença ocorra por um mecanismo conhecido como 
Cavalo de Tróia (Figura 3), onde o fungo é carregado para dentro dos 
macrófagos que conseguem ultrapassar a barreira hematoencefálica, 
causando posteriormente a meningite, meningoencefalite, com evolução 
de curso fatal se não tratada (GULLO et al., 2013; KON et al., 2008). 
Figura 3 – Esquema de infecção do sistema nervoso central pelo Cryptococcus 
através do mecanismo de Cavalo de Tróia. 
 
Fonte: Lin, Heitman (2006); Kronstad et. al. (2011) 
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O aumento dos casos de AIDS despertou o interesse dos 
pesquisadores ao redor do mundo a partir de 1981, onde de 5 a 10% dos 
pacientes que eram portadores do vírus HIV desenvolveram criptococose, 
o que significava a maioria dos casos reportados na literatura até 1981 
(CDC, 2003). Nos países desenvolvidos, como os Estados Unidos, por 
exemplo, 85% dos casos reportados de infecção pelo fungo eram de 
pacientes portadores de HIV (CDC, 2003). Nos dias atuais, uma avaliação 
mais completa de co-infecção por HIV é necessária nos casos suspeitos 
de criptococose.    
  De modo geral, as infecções causadas pelo fungo em pacientes 
imunocomprometidos é causada por C. neoformans var. grubii 
(MITCHELL; PERFECT, 1995; CASADEVALL; PERFECT, 1998), e 
naqueles hospedeiros imunocompetentes, a prevalência da ocorrência é 
de C. gattii (SORRELL, 2001, BICANIC; HARRISON, 2005). Na 
natureza, a variedade do fungo é encontrada em nichos ambientais 
diferentes. A variedade grubii e neoformans são frequentemente isoladas 
a partir de excretas de pombos e demais ambientes habitados por aves 
(LEVITZ, 1991). A variedade gattii está relacionada as árvores, 
principalmente do gênero Eucalyptus (ELLIS; PFEIFFER, 1990).   
 
1.5 DIAGNÓSTICO 
 
As leveduras do fungo Cryptococcus são facilmente visualizadas 
em microscópio. Amostras como liquor cefalorraquidiano, escarro e 
aspirado brônquico são de fácil visualização, devido a presença da 
cápsula polissacarídica do fungo, previamente corada com contraste 
negativo com tinta da China. Nesse caso, a cápsula do fungo isola e 
impede a penetração do corante na célula, permitindo a visualização da 
mesma, formando uma zona clara ao seu redor (ZERPA; HUICHO; 
GUILLEN, 1996). De formato esférico, as células se apresentam com ou 
sem brotamento ou com fíbulas, medindo cerca de 5μm de diâmetro. 
Outro ponto importante na sua patogenicidade é a capacidade de 
crescimento a 37ºC, embora a temperatura ótima de crescimento da 
levedura seja entre 30 e 35ºC. A presença de compostos difenólicos em 
meios de culturas diferenciados, como o ágar níger, facilitam a produção 
de fenoloxidase, importante composto na formação da melanina, 
evidenciada pela cor marrom nas colônias quando cultivados no meio de 
cultura (STEPANOVIC, et al., 2002).  Assim, a manutenção da 
termotolerância pelas proteínas de choque térmico (HSP) são 
consideradas fatores que contribuem para a virulência, podendo-se 
destacar a HSP90, que está relacionada a capacidade de crescimento a 
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37°C (ROBERT; CASADEVALL, 2009; COELHO; BOCCA; 
CASADEVALL, 2014; O’MEARA; COWEN, 2014). 
A classificação de Cryptococcus por meio de reações 
colorimétricas é possível com a utilização do meio de cultura Canavanina-
Glicina-Bromotimol (CGB) (KWON-CHUNG; POLACHECK; 
BENNETT, 1982). As espécies de Cryptococcus se diferenciam porque 
tem como princípio a resistência apresentada por C. gattii em meio de 
cultura contendo L-canavanina além da utilização da glicina como única 
fonte de carbono e nitrogênio, diferentemente de C. neoformans que tem 
o crescimento inibido nesse meio de cultura (HEITMAN et al., 2011). 
O avanço da biologia molecular nos últimos tempos elevou o 
número de testes possíveis para a identificação precisa do fungo. Diversas 
técnicas foram desenvolvidas com base na análise do DNA, elucidando 
filogenia, caracterização e epidemiologia de C. neoformans. Dentre as 
mais comuns estão a eletroforese de campo pulsado, que demonstra 
polimorfismos de tamanho de cromossomos entre os isolados de C. 
neoformans (SPITZER et al., 1993; DROMER et al., 1994) e as análises 
de RFLP (SPITZER; SPITZER, 1994). Franzot et al. (1997) analisaram 
amostras isoladas do Brasil e de Nova York para verificar a diversidade 
destes isolados com a utilização do gene URA5 e concluíram que há uma 
dispersão global de isolados patogênicos.    
Meyer et al. (1999), utilizando a técnica de PCR-fingerprinting, 
verificaram a existência de 8 grupos ou subtipos moleculares 
denominados: VNI (var. grubii, sorotipo A), VNII (var. grubii, sorotipo 
A), VNIII (sorotipo AD), VNIV (var. neoformans, sorotipo D), VGI, 
VGII, VGIII e VGIV (var. gattii, sorotipo B e C). Estudos posteriores 
revelaram a ausência de correlação entre os sorotipos B e C e os grupos 
moleculares de C. gattii.  
C. neoformans apresenta distribuição geográfica mundial e sua 
presença tem sido associada a diferentes fontes ambientais, em especial, 
a presença de excrementos de aves e madeira em decomposição (KIDD 
et al. 2004). Diferentes estudos confirmaram a associação do fungo a 
excreta de aves, especialmente fezes de pombos, embora várias questões 
relacionadas a epidemiologia e ecologia de C. neoformans permanecem 
ainda pouco conhecidas (KOBAYASHI et al., 2005). No Brasil, estudo 
realizado no município de Goiânia, no estado de Goiás, mostrou que de 
um total de 290 amostras de fezes de pombos, solo, plantas ornamentais 
e material obtido de árvores de Eucalipto, C. neoformans var. grubii foi 
isolado em 36/177 (20,3%) das amostras de excretas de pombos e em 5/35 
(14,3%) das amostras de Eucalipto (KOBAYASHI et al., 2005).  Em 
outro estudo no município de Belém, a análise de 11 amostras ambientais 
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mostrou que duas foram positivas, sendo elas um oco de árvore (Senna 
siamea) colonizada simultaneamente por C. gattii – VGII e C. 
neoformans –VNI e uma gaiola de um aviário comercial colonizada por 
C. neoformans – VNI (COSTA et al., 2009).  
No Brasil, há relatos de isolamento e infecção de Cryptococcus em 
quase todos os estados, tanto de amostras de origem ambiental quanto 
amostras clínicas. Sendo uma doença sistêmica grave causada pelo C. 
neoformans e C. gattii, a criptococose necessita de estudos 
epidemiológicos mais amplos e abrangentes (LAZERA et al., 1998). 
Excretas de aves são descritos como habitat natural destes patógenos, 
sendo os pombos os principais animais ligados a esta doença (BICANIC; 
HARRISON, 2005). Pombos, por migrarem para diversos lugares em 
busca de alimento e abrigo, disseminam o fungo por meio de seus bicos, 
penas e pernas, bem como apresentam colonização por este agente no 
papo (FILIÚ et al., 2002). Plantas, madeira em decomposição e oco de 
árvores são também considerados locais favoráveis a colonização do 
fungo como já mencionado anteriormente (FILIÚ et al., 2002). 
Em Santa Catarina, poucos estudos foram realizados com relação 
a esse fungo, tanto em amostras clínicas quanto em amostras ambientais. 
Todos os estudos foram realizados em locais específicos ou nas mesmas 
cidades, sem traçar nenhum perfil epidemiológico a respeito das amostras 
encontradas em outras regiões. A investigação das características do 
fungo em uma região considerada pobre e de grande potencial de 
proliferação da levedura fortalece o objetivo do trabalho em evidenciar e 
classificar o fungo de acordo com os parâmetros conhecidos atualmente 
e fornecer dados suficientes para estudos posteriores.  
 Tendo em vista o exposto anteriormente, verifica-se a 
necessidade de avaliação da presença de espécies de Cryptococcus em 
excretas de pombos, tanto em áreas urbanas como rurais, bem como em 
áreas de florestamento da Serra Catarinense. 
 
1.6 SERRA CATARINENSE 
 
A Serra Catarinense é composta por dezoito municípios: Anita 
Garibaldi, Bocaina do Sul, Bom Jardim da Serra, Bom Retiro, Campo 
Belo do Sul, Capão Alto, Cerro Negro, Correia Pinto, Lages, Otacílio 
Costa, Painel, Palmeira, Ponte Alta, Rio Rufino, São Joaquim, São José 
do Cerrito, Urubici e Urupema (Figura 4).  
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Figura 4 – Mapa do Estado de Santa Catarina, evidenciando a Serra Catarinense.
 
Fonte: Adaptado de Santa Catarina Turismo (2016). 
O clima predominante na região é o mesotérmico úmido, com 
temperaturas médias em torno de 16ºC. Os climas subtropicais e 
temperados também são registrados na região, que apresenta inverno 
rigoroso e temperaturas abaixo de 0ºC (IBGE, 2009). 
A altitude média da Serra Catarinense é de 740 m acima do nível 
do mar, sendo a menor altitude encontrada no município de Anita 
Garibaldi com 716 m e a maior no município de São Joaquim com 1353m 
acima do nível do mar (IBGE, 2009). A colonização é 
predominantemente composta por alemães e italianos, com registro de 
menor número das etnias japonesa, polonesa, húngara, ucranianas e 
tcheca (FECAM, 2009). 
Comparativamente aos outros estados brasileiros, Santa Catarina 
ocupa uma posição de destaque, sendo o Estado com o segundo melhor 
Índice de Desenvolvimento Humano (IDH). Contudo, considerando 
apenas o Estado, a Serra Catarinense possui o maior número de 
municípios com o IDH reduzido. Das cidades que constituem a região, 
somente Lages possui uma boa condição socioeconômica, que ocupa a 
73ª posição estadual, e a cidade com o menor IDH é Cerro Negro, que 
ocupa a penúltima colocação estadual (PNUD, 2009).  
Os municípios de Correia Pinto, Lages e Otacílio Costa dispõem 
de geografia favorável a produção de madeira em grande escala, tendo em 
seu território diversas indústrias de papel e celulose, além de amplo 
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comércio e beneficiamento de madeira, em especial, áreas de 
florestamento (SEBRAE, 2013). Assim, esses três municípios foram 
selecionados para coletas de amostras de folhas secas de Eucalipto para 
possível isolamento do fungo.  
A região da Serra Catarinense é considerada pouco desenvolvida e 
a agricultura é de subsistência, sendo pequenos produtores na zona rural 
que dispõem de suas culturas para comércio na cidade grande (SEBRAE, 
2013). Muitos não sabem ainda estocar adequadamente os produtos 
produzidos como o milho, o feijão, tomate, entre outros, fazendo com que 
aves dos mais diversos tipos, inclusive os pombos, se abriguem nos 
galpões e sobrevivam do resto que lhes sobra. 
 Nos maiores municípios, a população de pombos é grande, e estas 
aves habitam desde praças até residências, mas principalmente prédios 
públicos e demais construções da cidade que sofrem com a ação do 
tempo.  
Os municípios que possuem menor população não sofrem com a 
infestação de pombos na área urbana, mas estas aves podem ser 
encontradas em quantidades consideráveis no interior do município, 
próximo ao produtor que estoca as suas culturas em galpões semiabertos 
e de fácil acesso a esses animais. 
 
2  OBJETIVOS 
 
2.1 OBJETIVO GERAL 
Avaliar a variabilidade genotípica e fenotípica de espécies de  
Cryptococcus spp. Isolados de amostras ambientais da Serra 
Catarinense 
 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  
- Isolar amostras de Cryptococcus a partir de diferentes amostras 
ambientais;  
- Caracterizar as amostras isoladas utilizando parâmetros 
biológicos e bioquímicos;  
-Verificar a presença de fatores de virulência dos isolados 
ambientais como a produção da urease, capacidade de crescimento a 37°C 
e produção de melanina; 
 - Caracterizar a variabilidade do gene CAP59 das amostras 
isoladas através de PCR-RFLP (Reação em Cadeia da Polimerase, 
associado com o Polimorfismo de Fragmentos de DNA obtidos por 
Enzimas de Restrição);  
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 - Determinar os subgrupos genéticos das amostras isoladas através 
da análise da variabilidade genotípica dos minissatélites. 
 
3 MATERIAL E MÉTODOS 
 
3.1 COLETA DAS AMOSTRAS 
As amostras utilizadas para o presente estudo foram de origem ambiental, 
sendo as fontes as excretas de pássaros e principalmente pombos da 
espécie Columbia livia, e folhas secas de árvores de eucalipto, ambas 
obtidas em municípios localizados na Serra Catarinense. Amostras de 
folhas Eucalipto e de excretas de aves foram coletadas separadamente, 
em frascos plásticos transparentes, identificados e estocados em ambiente 
abrigado da luz direta e calor.   
A metodologia utilizada foi a descrita por Rezende et. al. (2008), 
com modificações. As áreas de reflorestamento das cidades de Correia 
Pinto, Otacílio Costa e Lages foram avaliadas por hectares. A cada quatro 
hectares, 10 amostras foram colhidas em diferentes pontos. A cada 45 
árvores, uma amostra foi coletada contendo cerca de 10 gramas de folhas 
secas de eucalipto. Os frascos foram identificados, fechados e estocados 
em caixa de transporte.  
Para as amostras provenientes de excretas de aves, a metodologia 
empregada foi aquela descrita por Casali et. al (2003) com modificações. 
As fezes de pombos foram coletadas em praças públicas, prédios e locais 
onde havia foco desses animais em todas as cidades estudadas. Com o 
auxílio de espátula, os locais que apresentavam as fezes dos animais em 
condições de coleta foram raspados. Após raspagem, o material obtido foi 
acondicionado em frascos secos, transparentes, com tampa, devidamente 
identificados com o local, temperatura ambiente e data. Nos locais com 
presença de excretas, foram coletadas cinco amostras aleatórias, contendo 
cerca de cinco gramas de material seco em cada uma e mantidas ao abrigo 
de calor e luz direta. 
As coletas ocorreram entre os meses de abril de 2014 e março de 
2016, respeitando as condições climáticas da época do ano e observando 
temperatura média entre as coletas. As coletas ocorreram a cada 90 dias, 
em todos os municípios, sendo respeitada uma carência de 14 dias sem 
chuva para que todo material potencialmente positivo pudesse secar e 
facilitar a coleta.  
 As amostras foram processadas no Laboratório de Protozoologia 
da Universidade Federal de Santa Catarina.  
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3.2 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS OBTIDAS 
 
3.2.1 ISOLAMENTO DO FUNGO EM EXCRETAS DE AVES 
 
A metodologia utilizada para o processamento foi aquela descrita 
por Rezende et.al. (2008), com modificações. Um grama de cada amostra 
de excrementos provenientes das coletas realizadas foi pesado 
separadamente e transferido para um tubo de plástico de 50 mL contendo 
10 mL de solução salina a 0,85%. Os tubos contendo a solução e a amostra 
foram agitados vigorosamente por cinco minutos em vortex e deixados 
em repouso por 30 minutos para a separação do sedimento 
espontaneamente. O sobrenadante foi coletado e semeado em meio de 
cultura Níger com cloranfenicol (0,2 g/L), incubado a 37ºC por até 15 dias 
para isolamento do fungo.  
 
3.2.2 ISOLAMENTO DO FUNGO EM AMOSTRAS DE FOLHAS 
 
A metodologia utilizada foi a mesma descrita no item 3.2.1, com 
modificações. Foram pesados cinco gramas de folhas secas provenientes 
das coletas realizadas nas cidades determinadas e estas amostras foram 
dispostas em tubos de plástico de 50 mL contendo 20 mL de solução 
salina a 0,85%. Os tubos foram agitados por cinco minutos em vórtex, 
posteriormente repousaram por 30 minutos para sedimentação 
espontânea. O sobrenadante foi coletado e semeado em ágar Níger 
contendo cloranfenicol (0,2 g/L) e incubado a 37ºC por até 15 dias para 
desenvolvimento das colônias. 
 
3.2.3 ESTOQUE E MANUTENÇÃO DOS ISOLADOS 
 
As colônias que apresentaram cor marrom no ágar Níger foram 
repicadas em meio Sabouraud Dextrose Ágar (SDA) e incubadas a 30ºC 
por 48 a 72 h para desenvolvimento de colônias. Posteriormente, as 
amostras foram submetidas a congelamento a -20ºC contendo caldo 
Sabouraud Dextrose suplementado com 20% de glicerol. Repiques 
contínuos para manutenção dos isolados foram feitos e mantidos em 
geladeira (Silva et.al. 2008 - modificado). 
 
3.2.4 DETERMINAÇÃO FENOTÍPICA 
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3.2.4.1 VERIFICAÇÃO DE FATORES DE VIRULÊNCIA 
 
3.2.4.1.1 PRESENÇA DE CÁPSULA POLISSACARÍDICA 
 
 O teste para determinação da presença da cápsula polissacarídica 
do fungo se deu com teste direto com sistema lâmina-lamínula, onde uma 
gota de suspensão da cultura em solução salina adicionada a uma gota de 
tinta Nanquin foi examinada ao microscópio, em objetiva de 40x. A 
presença de leveduras encapsuladas foi determinada como presuntiva de 
Cryptococcus (LACAZ et. al., 2002). 
 
3.2.4.1.2 PRESENÇA DE UREASE 
 
A pesquisa de urease ocorreu seguindo a metodologia descrita por 
COX et. al., (2000). Uma colônia foi repicada em meio de cultura de 
Christensen (0,1 g extrato de levedura, 91 mg KH2PO4, 95 mg Na2HPO4, 
20 g uréia, 0,01 g vermelho de fenol, 1,5% de ágar em 1000 mL de água 
destilada, pH 7,0) e incubada em estufa microbiológica a temperatura de 
30ºC pelo período de 48 a 72 horas. Quando positivo, a indicação ocorre 
pela evidenciação da cor rosa no meio de cultura, devido a degradação da 
ureia em amônia que altera o pH para um estado mais alcalino. O 
resultado negativo é determinado quando não há mudança na cor do meio 
de cultura. 
 
3.2.4.1.3 CAPACIDADE DE PRODUÇÃO DE MELANINA 
 
 O protocolo para verificação da produção de melanina foi 
realizado conforme o descrito no item 3.2.1. Resumidamente, as amostras 
foram repicadas em placas contendo ágar níger (glicose 10 g, creatinina 
780 mg, extrato de semente de Guizottia abyssinica (níger) 200 mL, ágar 
bacteriológico 20 g e 800 mL de água destilada) e após incubação por 48 
horas a 28ºC, foram avaliadas as colônias com coloração marrom, 
indicando a presença de melanina (SIDRIM, 1999 – modificado). Uma 
amostra controle (LMM799) proveniente do banco de amostras do 
Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia da 
Universidade Federal de Santa Catarina foi usada como controle positivo.  
 
3.2.5 QUIMIOTIPAGEM COM MEIO DE CULTURA 
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Uma classificação presuntiva entre as diferentes espécies de 
Cryptococcus é possível pela quimiotipagem utilizando o meio de cultura 
L-canavanina-glicina-azul de bromotimol (CGB) (100 mL de solução A: 
glicina 10 g; KH2PO4 1 g; MgSO4 1 g; sulfato de L-canavanina 30 mg em 
1000 mL de água destilada; 20 mL de solução B: azul de bromotimol 0,4 
g; NaOH 0,01N 64 mL em 36 mL de água destilada). O meio de cultura 
permite classificar previamente os isolados em C. neoformans e C. gattii. 
O surgimento de coloração azul no meio de cultura, após crescimento 
fúngico, indica metabolização da L-canavanina e utilização de glicina 
cujos produtos alcalinos alteraram o Ph do meio, identificando a espécie 
gattii. A identificação da espécie neoformans é dada pelo resultado 
inalterado da prova (KWON-CHUNG et al, 1982). 
 
3.2.6 AMPLIFICAÇÃO DO GENE CAP59 
 
Para amplificação, foi utilizada a metodologia descrita por 
Nakamura et al. (2000). As reações foram realizadas com volume final de 
20 mL utilizando-se 1 U da enzima Taq DNA polimerase (Promega), 2 
Mm de cada dNTP, 10 pmol de cada iniciador (CAP59F 5’-
GAGTGTCTCGCGAACCCGCA-3’ e CAP59R 5’-
CCTACTCTGCCAAATCAACTC-3’)  e 10 ng/mL de cultura em um 
tampão contendo 10 Mm Tris-HCl pH 8,3, 50 Mm KCl, 1,5 Mm MgCl2 
sob as seguintes condições: desnaturação inicial a 94ºC por 5 min, seguida 
de 35 ciclos a 94ºC por 1 min, ligação do iniciador a 60°C por 2 min, 
extensão a 72ºC por 3 min. O produto amplificado foi resolvido em gel 
de agarose 1,5%, corado com brometo de etídeo, visualizado em 
transiluminador e fotodocumentado digitalmente.  
 
3.2.7 PURIFICAÇÃO DO PRODUTO AMPLIFICADO DO 
FRAGMENTO DO GENE CAP59 
 
Quinze microlitros do amplicon de 597pb foi precipitado com 40 
µL de isopropanol 70% centrifugado a 13000 g/ 45 min e lavado com 
etanol 70%. A seguir o DNA foi suspendido em 13 µL de água ultrapura 
estéril e 3 µL da solução foi submetida a eletroforese em gel de agarose 
conforme item 3.2.6. 
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3.2.8 TIPAGEM MOLECULAR DAS AMOSTRAS POR PCR-RFLP 
 
Cinco µL do produto amplificado de 597pb foi digerido a 37ºC por 
3 h com 1U das enzimas de restrição AvaII e HaeIII em um volume final 
de 10 µL. Cinco µL do produto digerido foram separados por eletroforese 
em gel de poliacrilamida a 6% e corados com brometo de etídeo, 
visualizados em transiluminador e fotodocumentados. Amostra do 
sorotipo A (ATCC-LMM794), sorotipo B (ATCC-LMM799), sorotipo C 
(ATCCLMM801), sorotipo D (ATCC-LMM797) e sorotipo AD (ATCC-
LMM796), provenientes do banco de amostras do Laboratório de 
Protozoologia do Departamento de Microbiologia, Imunologia e 
Parasitologia do Centro de Ciências Biológicas da Universidade Federal 
de Santa Catarina foram utilizadas como controle. 
 
3.2.9 DETERMINAÇÃO DOS SUBGRUPOS POR PCR-
FINGERPRINTING 
 
A amplificação ocorreu segundo Meyer et. al. (1999). As amostras 
foram preparadas em volume final de 20 µL utilizando 2,5 U da enzima 
Taq DNA polimerase (GreenTaq – Promega), 0,2 Mm de cada dNTP, 10 
pmol do iniciador M13 (5’- GAGGGTGGCGGTTCT 3’) e 10 ng/µL de 
cultura, contendo tampão 10 Mm Tris-HCl (pH 8,3), 50 Mm KCl, 1,5 Mm 
MgCl2. Para amplificação, as amostras foram submetidas a desnaturação 
a 94ºC por 20 s, seguido de 35 ciclos a 94ºC por 20 s, ligação do iniciador 
a 50ºC por 1 min, extensão a 72ºC por 20 s e extensão final a 72ºC por 6 
min. Cinco µL do produto amplificado foi submetido a eletroforese em 
gel de poliacrilamida 6% como descrito no item 3.2.8. 
Amostras referência 0055 (VNI), 0056 (VNII), 0057 (VNIII), 0058 
(VNIV), 0059 (VGI), 0060 (VGII), 0061 (VGIII) e 0062 (VGIV), foram 
obtidas do Laboratório de Micologia – INI/FIOCRUZ Coleção de Fungos 
Patogênicos (CFP) da Fundação Oswaldo Cruz. 
 
4  RESULTADOS 
 
4.1 COLETA DE AMOSTRAS  
 
Cinco amostras de excretas de aves foram coletadas em cada 
município da região serrana, durante 8 coletas, totalizando 720 amostras. 
Dez amostras de folhas secas de eucalipto foram coletadas em cada 
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fazenda de florestamento, também realizada em 8 coletas nos municípios 
propostos no estudo, totalizando 240 amostras (Tabela 1). 
O crescimento de colônias ocorreu em 677 (94,02%) das amostras 
provenientes de excreta de pombos (placas), sendo identificado 
Cryptococcus em 17 amostras (2,51%), todas provenientes do município 
de Lages. As amostras foram nomeadas como LA1, LA2, LA3, LA4, 
LA5, LA6, LA7, LA8, LA9, LA10, LA11, LA12, LA13, LA14, LA15, 
LA16 e LA17. Nas demais placas em que houve crescimento, não foi 
observado a morfologia colonial compatível com Cryptococcus de acordo 
com os critérios propostos por Lacaz et. al. (2002). 
 Para as amostras provenientes de folhas de eucalipto, o 
crescimento de colônias ocorreu em 216 amostras (90%), não sendo 
identificadas colônias sugestivas de Cryptococcus em nenhuma placa. 
 
Tabela 1- Amostras ambientais (excreta de pombos e folhas de Eucalipto) 
coletadas em diferentes municípios no período de Abril de 2014 a Março de 2016 
submetidas a cultura para isolamento de Cryptococcus spp. 
Município 
 
Número 
de 
coletas 
Amostras 
totais 
Excretas 
de 
Pombos 
Folhas 
de 
Eucalipto 
Positivas 
Confirmadas 
Anita 
Garibaldi 
8 40 40 0 0 
Bocaina 
do Sul 
8 40 40 0 0 
Bom 
Jardim da 
Serra 
8 40 40 0 0 
Bom 
Retiro 
8 40 40 0 0 
Campo 
Belo do 
Sul 
8 40 40 0 0 
Capão 
Alto 
8 40 40 0 0 
Cerro 
Negro 
8 40 40 0 0 
Correia 
Pinto 
8 120 40 80 0 
Lages 8 120 40 80 17 
Otacílio 
Costa 
8 120 40 80 0 
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Painel 8 40 40 0 0 
Palmeira 8 40 40 0 0 
Ponte 
Alta 
8 40 40 0 0 
Rio 
Rufino 
8 40 40 0 0 
São 
Joaquim 
8 40 40 0 0 
São José 
do Cerrito 
8 40 40 0 0 
Urubici 8 40 40 0 0 
Urupema 8 40 40 0 0 
 
4.2 CARACTERIZAÇÃO MORFOLÓGICA E BIOQUÍMICA 
DOS ISOLADOS: PRESENÇA DE CÁPSULA, PRODUÇÃO DE 
MELANINA E CRESCIMENTO A 37ºC 
 
Todos os 17 isolados eram de leveduras globosas, pouco 
encapsuladas, produtoras de melanina quando cultivada em ágar Níger 
como descrito no item 3.2.1, e termotolerantes a 37ºC. Todos os isolados 
foram submetidos a visualização no sistema lâmina-lamínula para 
verificação da cápsula com a coloração com tinta Nanquin e observação 
em microscópio óptico em objetiva de 40x, como descrito no item 
3.2.4.1.1 (Tabela 2). As amostras apresentaram diferenças marcantes 
quanto ao tamanho da cápsula conforme mostrado na Figura 5. 
 
Figura 5 – Foto representativa das diferenças no tamanho da cápsula 
polissacarídica do fungo. Ao lado esquerdo, observa-se fungos com cápsula 
delgada, enquanto a foto à direita evidencia uma cápsula espessa. Barra 10µm. 
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Tabela 2– Caracterização morfológica e bioquímica de amostras de Cryptococcus 
isoladas. 
Amostra Crescimento 
a 37ºC 
Produção 
de 
melanina 
Presença 
de Cápsula 
Urease Quimiotipagem 
LA1 P P P P I 
LA2 P P P P I 
LA3 P P P P I 
LA4 P P P P I 
LA5 P P P P I 
LA6 P P P P I 
LA7 P P P P I 
LA8 P P P P I 
LA9 P P P P I 
LA10 P P P P I 
LA11 P P P P I 
LA12 P P P P I 
LA13 P P P P I 
LA14 P P P P I 
LA15 P P P P I 
LA16 P P P P I 
LA17 P P P P I 
Legenda: P – Positivo N – Negativo  I - Inalterado  
 
4.3 CARACTERIZAÇÃO DOS ISOLADOS QUANTO A 
PRODUÇÃO DE UREASE 
 
A metodologia empregada como descrito no item 3.2.4.1.2 
permitiu verificar a produção de urease nos 17 isolados obtidos. Todos os 
isolados foram testados e submetidos ao teste de quimiotipagem como 
descrito no item 3.2.5. 
 
4.4 QUIMIOTIPAGEM EM MEIO DE CULTURA 
 
A utilização do meio de cultura CGB descrito no item 3.2.5 foi 
realizada para identificação presuntiva do fungo para sua diferenciação 
entre Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii. Os 17 isolados não 
alteraram o meio, classificando-os presuntivamente como Cryptococcus 
neoformans (Tabela 2). 
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4.5 CARACTERIZAÇÃO MOLECULAR DOS ISOLADOS POR 
PCR 
 
 As amostras isoladas foram submetidas a reação de PCR para 
amplificação do gene CAP59 a partir de leveduras obtidas diretamente de 
cultura sem prévia extração de DNA como descrito no item 3.2.6. O 
tamanho do fragmento esperado de 597pb foi observado para todos os 
isolados.  
 
Figura 6– Gel de agarose 1,5% corado pelo brometo de etídeo representativo da 
amplificação do gene CAP59 de amostras ambientais de Cryptococcus 
neoformans isolados de excreta de pombos do município de Lages. PM = DNA 
de PUC18 clivado com a endonuclease HaeIII; 1- Controle negativo (sem adição 
de DNA); 2- Controle positivo cepa LMM794; 3 a 8 – Amostras isoladas.  
 
 
4.6 IDENTIFICAÇÃO DOS ISOLADOS POR PCR-RFLP 
 
 A digestão do produto de amplificação de 597pb com as enzimas 
de restrição AvaII e HaeIII mostrou que todas as amostras isoladas 
pertencem ao sorotipo A, uma vez que em nenhuma delas ocorreu a 
clivagem do produto amplificado de 597pb. 
 
Figura 7– Gel de poliacrilamida 6% corado pelo brometo de etídeo representativo 
da digestão do fragmento amplificado de 597 pb do gene CAP59 pelas 
endonucleases de restrição AvaII e HaeIII. 1 – 100pb Ladder; 2 – Sorotipo A. 3 
– Sorotipo D. 4 – Sorotipo AD. 5 a 9 – Amostras Isoladas. 
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4.7 FINGERPRINTING 
 
O iniciador M13 foi utilizado para amplificação de regiões 
repetitivas de 51inissatélites das amostras padrões (VN1-VNIV e VGI-
VGIV) e para as 17 amostras ambientais de C. neoformans isoladas a 
partir de excretas de aves. A análise dos resultados mostrou que as 17 
amostras apresentaram um padrão de bandas idêntico ao padrão VNI.  
 
Figura 8 – Gel poliacrilamida 6% corado pelo brometo de etídeo representativo 
do perfil de PCR-fingerprinting obtido com iniciador M13 das amostras padrão e 
de amostras isoladas de Cryptococcus neoformans. 1 – DNA de PUC18 clivado 
com a endonuclease HaeIII; 2 – VNI; 3 – VNII; 4 – VNIII; 5 – VNIV; 6 – VGI; 
7 – VGII; 8 – VGIII; 9 – VGIV; 10 e 11 – Amostras Isoladas. 
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5  DISCUSSÃO 
 
As espécies de Cryptococcus causadoras de criptococose são a 
segunda maior causa de infecções fúngicas oportunistas, ficando atrás 
somente das infecções por fungos do gênero Candida spp. A ocorrência 
deste tipo infecção em países desenvolvidos é baixa comparando aos 
casos relatados em países em desenvolvimento (MEYER, TRILLES, 
2010).  Neste trabalho, não levamos em consideração os casos de 
criptococose na região serrana, nem mesmo os dados epidemiológicos 
foram buscados. O foco deste trabalho foi o isolamento de amostras 
ambientais e a caracterização molecular dos isolados para evidenciar a 
prevalência da espécie na região. 
Embora tenham distribuição cosmopolita, as espécies de C. 
neoformans apresentam diferenças ecológicas e epidemiológicas, sendo 
isolado de diferentes fontes ambientais, principalmente excretas de aves 
(ABEGG et al., 2006). O gênero C. gattii também é considerado 
cosmopolita, entretanto, este é associado mais frequentemente a matéria 
orgânica em decomposição, como por exemplo folhas secas de árvores e 
madeira em decomposição (ROMEO et al., 2012; KWON-CHUNG; 
BENNETT, 1992; LAZERA et al., 1998). 
No presente estudo utilizamos excretas de aves e amostras de 
folhas de Eucalipto de municípios da Serra Catarinense para o isolamento 
do fungo. Das 720 amostras de excreta de aves examinadas 2,51% foram 
positivas para Cryptococcus, todas provenientes do município de Lages. 
Estas amostras foram coletadas em abrigos de pombos e locais onde há 
microfocos dos animais, como por exemplo, praças públicas.  
Estudos anteriores de isolamento de Cryptococcus em praças 
públicas de Lages realizados por Scain et. al. (2011) e Menezes et. al. 
(2014) mostraram que a Praça Santa Cruz é o local de maior incidência 
de pombos e também o local onde o maior número de isolamentos do 
fungo foi realizado. No presente estudo, dez das dezessete amostras 
positivas obtidas foram desta praça, indicando um habitat favorável para 
o desenvolvimento do fungo, sugerindo uma distribuição focal. Nos 
demais municípios avaliados, apesar do número considerável de amostras 
de excretas coletadas, em nenhuma delas foi possível isolar fungos do 
gênero Cryptococcus. 
No Brasil, a distribuição destes fungos é bastante variada, porém 
evidenciada e confirmada por diferentes estudos. Na região Norte e 
Nordeste, a frequência de C. gattii é maior que em outras regiões do país 
(CORRÊA et al., 1999; DARZÉ et al., 2000; SANTOS et al., 2008). De 
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maneira geral, a espécie C. neoformans ainda é a mais encontrada nos 
estados brasileiros (LEAL et al., 2008; LINDENBERG et al., 2008; 
MOREIRA et al., 2006).  
As regiões Sul, Sudeste e Centro Oeste apresentam prevalência do 
sorotipo A, confirmando os resultados obtidos nesse trabalho. Nas demais 
regiões, os sorotipos mais encontrados são o B e C, como confirma o 
estudo de Nishikawa et al. (2003). 
Durante décadas, as sugestões de que a espécie C. gattii era restrita 
as regiões de clima tropical foram aceitas. No entanto, com o surto de 
criptococose no Canadá e nos Estados Unidos, somado aos isolados de 
amostras clínicas e ambientais de regiões de clima temperado revelou-se 
o potencial de expansão e o domínio geográfico desse fungo (ROMEO et 
al., 2012; COGLIATI, 2013).  
Os resultados obtidos nesse trabalho para isolamento de 
Cryptococcus a partir de folhas secas de árvores corroboram com os 
resultados encontrados no estudo de Yamamura et al. (2013), Em 
contrapartida, difere dos resultados obtidos por Lázera et al. (2000), cujo 
isolamento de 32 amostras obtidas de ocos de árvores e folhas secas 
resultaram no isolamento de 123 colônias de C. neoformans e C. gattii.  
Mazza et al. (2013), isolaram a variedade C. gattii e C. neoformans 
de diferentes espécies de árvores afirmando que além dos eucaliptos 
australianos, árvores nativas e exóticas são potenciais fontes de 
isolamento de C. gattii.  
Cogliati (2013) acredita que o baixo índice de amostras positivas 
se deve ao fato do rápido crescimento de fungos filamentosos 
contaminantes que interferem no crescimento da levedura e 
consequentemente, resulta em isolado falso negativo. Neste trabalho, o 
baixo índice de amostras positivas se deve a diversos fatores, mais 
especificamente a um prolongado período de chuvas em que as coletas 
foram completamente paralisadas em função das condições climáticas. 
Contudo, o não isolamento de amostras a partir de material vegetal sugere 
que na região a prevalência do fungo possivelmente seja mais baixa que 
a observada em outras regiões do país, ou que as condições climáticas 
tenham afetado negativamente o seu isolamento a partir de amostras 
ambientais. O não isolamento do fungo em amostras de excretas coletadas 
em outros municípios, mesmo em propriedades do interior onde devido a 
estocagem de grãos há uma maior concentração de pombos, reforça a 
hipótese de que a distribuição pode ser focal e que diferenças no 
microambiente podem influenciar a presença ou não do fungo.  
Passoni et al. (1999) afirmam que o resultado de cultura negativo 
não elimina a chance do fungo estar presente no ambiente, sendo 
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necessárias novas coletas nos mesmos locais em diferentes situações, 
como ocorreu neste trabalho. Embora as coletas tenham ocorrido em 
intervalos de 90 dias, respeitando um intervalo de pelo menos 14 dias sem 
chuva, em nenhum dos municípios a exceção de Lages obtivemos 
amostras positivas para Cryptococcus. 
No presente estudo, a variação de temperatura nas datas de coleta 
foi de 7 a 30ºC. É importante ressaltar que durante o período de coletas, 
a região serrana foi afetada por chuvas intensas, o que pode ter impactado 
negativamente na obtenção de amostras adequadas (fezes secas) e 
consequentemente, no isolamento do fungo. A análise macroscópica das 
colônias durante o processo de isolamento mostrou ausência da 
morfologia colonial compatível, o que foi também corroborado pela 
análise microscópica das colônias e das estruturas morfológicas, como a 
presença de cápsula e brotamento. É importante ressaltar que em apenas 
cinco maiores municípios (Lages, Otacilio Costa, Urubici, São Joaquim e 
Correia Pinto), populações de pombos com mais de 50 indivíduos 
estavam presentes em praças, igrejas, escola e prédios públicos. Em mais 
de 50% das placas observamos o crescimento do fungo Rhodotorula spp. 
E em todas as 17 placas onde isolamos Cryptococcus também havia o 
crescimento de Rhodotorula, sugerindo que seu crescimento não inibe o 
crescimento de Cryptococcus. Estes resultados sugerem que a 
distribuição de Cryptococcus parece não ser homogênea, visto que no 
prédio da garagem da prefeitura do município de São Joaquim onde há 
uma grande população de pombos e a presença de fezes secas em grande 
quantidade, não foi possível isolar Cryptococcus em nenhuma das 8 
tentativas. O fungo é capaz de se adaptar a um gradiente amplo de 
temperaturas (-10oC a 37ºC), como no Canadá (FRANZOT et al., 1999; 
GALANIS et al., 2010). Na Serra Catarinense a variação de temperatura 
no período de estudo oscilou entre 7ºC no inverno e 30ºC no verão.  
Kwon-Chung e Rhodes (1986), estudaram a produção de melanina 
e afirmaram que este é um fator de virulência para leveduras de C. 
neoformans e C. gattii, que está diretamente ligada ao mecanismo de 
defesa do fungo dificultando sua fagocitose por células do sistema 
imunológico do hospedeiro. A produção de melanina é, portanto, utilizada 
como critério bioquímico para identificação de Cryptococcus. No 
presente estudo, todas as amostras isoladas foram capazes de produzir 
melanina em meio níger, desenvolvendo colônias de pigmento escuro em 
tons amarronzados devido a atividade da fenoloxidase.   
Baseado em dados de sorotipagem, a espécie C. neoformans 
variedade neoformans era classificada em duas subdivisões, os sorotipos 
A e D. No entanto, Franzot et. al. (1999) utilizando diferentes técnicas de 
56 
 
biologia molecular e dados epidemiológicos, imunológicos e genéticos 
propuseram a separação destes dois sorotipos em duas variedades: 
sorotipo A (C. neoformans var. grubii) e sorotipo D (C. neoformans var. 
neoformans). A separação e diferenciação entre estas variedades é 
revelada em diversos estudos, mostrando que a distribuição dos sorotipos 
ao redor do planeta, onde o sorotipo A é ubíquo e prevalente em todos os 
continentes, é o principal agente etiológico de criptococose em humanos. 
O sorotipo D foi relatado frequentemente no passado em diversos países 
da Europa, Oceania, Ásia e Estados Unidos (COGLIATI, 2013; TSENG 
et al., 2013).   
Embora os primeiros parâmetros para classificação do fungo em 
sorotipos tenham sido feitos com anticorpos em testes de aglutinação, a 
interrupção na produção do kit comercial Cripto Check® pela empresa 
japonesa IATRON Laboratories Inc. forçou os pesquisadores a 
desenvolverem técnicas alternativas de biologia molecular para 
identificação e classificação dos isolados. Latouche et. al. (2003) 
desenvolveram um protocolo através da amplificação do gene da 
fosfolipase B (PLB1), seguido de clivagem com as enzimas de restrição 
AvaI e HindIII, permitindo a classificação dos sorotipos A, D e AD. 
Dambrós et al (2005), desenvolveram uma metodologia para 
diferenciação dos cinco sorotipos baseado em PCR-RFLP do gene 
CAP59 e clivagem do produto amplificado com as endonucleases de 
restrição Ava II e Hae III (PI-0602571-4ª). Ito-Kuwa et. al. (2007), 
desenvolveram uma PCR-multiplex, utilizando com alvos o gene de 
lacase e CAP59, diferenciando todos os sorotipos.  
Morrow et. al.  (2012) estudaram o sorotipo A e evidenciaram uma 
alteração da arquitetura genômica que compreende uma duplicação e seis 
inversões que afetam dois genes em particular, dos quais um deles 
codifica uma nova proteína no metabolismo da glicose na temperatura 
corporal humana e o segundo codifica um fator de transcrição modulador 
de melanina. Essa mutação nestes dois genes favorece a habilidade do 
fungo de crescer a 37°C, o que poderia explicar a maior prevalência e 
patogenicidade deste sorotipo, levando em consideração sua distribuição 
mundial.   
Dambrós (2005) caracterizando 35 amostras de C. neoformans 
isoladas de pacientes verificou que todas pertenciam ao tipo A (var. 
grubii) de acordo com a técnica de PCR-RFLP e que a genotipagem por 
PCR-fingerprinting mostrou um padrão molecular VNI em 34 das 35 
amostras. Carvalho et. al. (2007) estudando oito amostras de 
Cryptococcus isoladas a partir de amostras ambientais em Minas Gerais, 
concluíram que todos pertenciam ao sorotipo A. No mesmo estado, 
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Moreira et. al. (2006) estudaram 96 isolados clínicos e determinaram um 
percentual de 92,7% dos isolados como pertencentes ao sorotipo D e 
apenas 7,3% aos sorotipos B e C.  
Casali et. al. (2003) estudando 124 isolados clínicos e ambientais 
no estado do Rio Grande do Sul, utilizando o kit Cripto Check verificaram 
que 84% das amostras foram tipadas como pertencentes ao sorotipo A, 
9% ao sorotipo B e 7% do sorotipo D. Liaw et. al. (2009), estudando 
amostras de Taiwan, comprovaram que de oito isolados ambientais, 
apenas um pertencia ao sorotipo B, sendo o restante pertencente ao 
sorotipo A. Romeo et. al. (2012), estudando 123 isolados ambientais da 
Itália verificaram que 99,2% foram identificados como do sorotipo A e 
apenas 0,8% do sorotipo B. Os resultados obtidos neste trabalho 
concordam e reforçam os dados publicados por Trilles et. al. (2008) onde 
foi constatado que no Brasil o sorotipo A representa cerca de 70% das 
infecções, seguida pela variedade gattii (sorotipos B/C), com 28%. O 
sorotipo D que não foi encontrado neste trabalho, corresponde a cerca de 
3% das infecções. 
Nesse estudo, utilizando a metodologia de PCR-RFLP, 100% das 
amostras isoladas foram classificadas como C. neoformans var. grubii. 
Sorotipo A. Estudo anterior realizado com 35 amostras isoladas de 
pacientes portadores de criptococose mostrou que todas as amostras 
foram identificadas como C. neoformans var. grubii. Sorotipo A 
(DAMBRÓS, 2005).  
Diferentes marcadores moleculares são utilizados com sucesso 
para o estudo da variabilidade genética de organismos. Meyer et. al. 
(2003) estabeleceram uma rede de pesquisa para caracterização da 
variabilidade genética de C. neoformans em países Ibero Americanos, 
incluindo a Argentina, Brasil, Chile, Colômbia, México, Peru, Venezuela, 
Guatemala e Espanha, utilizando a técnica de PCR-fingerprinting com o 
iniciador M13 dirigido para regiões repetitivas de DNA (micro e 
minissatélites) e PCR-RFLP do gene URA5 digerido com as enzimas 
HhaI e Sau96I. Os resultados da análise de 340 amostras clínicas e 
ambientais mostrou que 68,2% dos isolados (n=232) foram agrupados no 
genótipo VNI (var. grubii, sorotipo A) o que está de acordo os dados de 
infecção criptocócica mundial em humanos, seguida de 5,6% (n= 19) 
padrão molecular VNII (var. grubii, sorotipo A), 4,1% (n= 14) genótipo 
VNIII (sorotipo AD , híbrido), 1,8% (n= 6) padrão molecular VNIV (var. 
neoformans, sorotipo D), 3,5% (n=12) VGI, 6,2%  (n=21) VGII, 9,1% 
(n=31) VGIII e 1,5% (n=5) VGIV todos da variedade gattii sorotipos B e 
C. 
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Das amostras provenientes do Brasil, 57 foram oriundas dos 
estados de São Paulo, Piauí e Rio Grande do Sul. As 39 amostras 
provenientes de pacientes com AIDS do estado de São Paulo mostraram 
uma predominância do padrão molecular VNI (n=36), seguido de VGII 
(n=2), VNII (n=1) (Meyer et. al. 2003). De seis amostras do estado do 
Piauí, uma amostra isolada de paciente HIV positivo apresentou padrão 
molecular VGII e as demais foram VNI (n=3) e VGII (n=2). Casali et al. 
(2003), caracterizando amostras de Cryptococcus do estado do Rio 
Grande do Sul, verificaram que das 124 amostras clínicas de C. 
neoformans, 83,8% apresentaram padrão molecular VNI (var. grubii), 
8,87% VGIII (var. gatti) e 7,26% VNIV (var. neoformans). Esses 
resultados mostraram que no Brasil ocorrem sete genótipos (VNI, VNII) 
var. grubii, (VNIII) híbrido AD, (VNIV) var. neoformans e (VGI, VGII 
e VGIII) var. gatti de C. neoformans. 
Trilles et. al. (2008) caracterizando amostras de onze estados 
brasileiros, verificaram que o genótipo VNI foi observado em 64,0% das 
amostras e VGII em 21%.  
Kidd et al. (2004) caracterizando amostras de Cryptococcus 
verificaram que o genótipo VGII foi o mais prevalente isolado a partir de 
fontes ambientais no Canadá e na região noroeste dos Estados Unidos. Da 
mesma forma, na América Central, Loperena-Alvarez et al. (2010) 
coletaram amostras ambientais em Porto Rico e observaram a prevalência 
do genótipo VGII. Costa et al. (2009) observaram a prevalência do 
genótipo VGII na região Norte do Brasil em amostras de origem 
ambiental. As divergências entre genótipos nas diferentes regiões do 
Brasil ressaltam que esta classificação pode divergir de uma região para 
outra e que requer mais estudos principalmente de amostras ambientais 
para que se tenha um panorama mais amplo dos genótipos existentes 
(LUGARINI et al., 2008; TRILLES et al., 2008).   
Em um estudo realizado por Meyer et. al. (2003) na América 
Latina, foi evidenciada a presença de C. neoformans como a espécie mais 
prevalente.  
Ainda existem poucos trabalhos a respeito da tipagem molecular 
de C. neoformans a partir de amostras ambientais. A região serrana de 
Santa Catarina é um polo a ser explorado, tendo em vista a capacidade de 
produção madeireira e a rápida expansão das áreas de florestamento. 
Dados nacionais de caracterização genotípica de Cryptococcus de 
amostras ambientais são escassos (ANDRADE-SILVA et al., 2010; 
SOUZA et al., 2010). 
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6 CONCLUSÃO 
 
 O isolamento de Cryptococcus a partir de excrementos de 
pombos foi possível em apenas um município dentre os dezoito estudados 
na região Serrana de Santa Catarina, mostrando então, por meio dos testes 
bioquímicos, a presença da espécie Cryptococcus na Serra Catarinense. 
 A reação de PCR-RFLP do gene CAP59 revelou que todas as 
amostras isoladas foram agrupadas no sorotipo A, indicando a prevalência 
deste sorotipo na região estudada. Já a classificação dos subgrupos através 
da técnica de PCR-fingerprinting utilizando o iniciador M13 revelou que 
todas as amostras pertencem ao padrão molecular VNI. 
 Este estudo foi importante na elucidação da distribuição dos 
fungos Cryptococcus na região em questão, indicando que não há 
homogeneidade na presença destes, apresentando focos em apenas uma 
das cidades estudadas. 
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